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Resumen: En el presente trabajo se presenta generalidades de la constitución de la 
sangre de anfibios, base fundamental de la tesis doctoral titulada: “Caracterización 
hematológica de especies de anfibios anuros con distribución en los ecosistemas del 
litoral fluvial argentino (Provincias de Entre Ríos y Santa Fe). Potencialidad de su 
utilización como biomarcadores” (FBCB-UNL), señalando algunos de los resultados de 
la caracterización hematológica de individuos (larvas y adultos) de quince especies 
pertenecientes a cinco de las seis familias de anfibios anuros  con distribución en las 
áreas riparias del río Paraná. 
Palabras claves: anuros, eritrocitos, leucocitos, trombocitos, hemoparásitos, 
biomarcadores 
 
Resume: This current work exhibits generalities of blood constitution in amphibians, 
which were a fundamental part of the doctoral thesis: "Hematological characterization 
of amphibian anuran species with distribution in the fluvial littoral ecosystems in 
Argentina (Provinces of Entre Ríos and Santa Fe) and their potencial use as 
biomarkers"  (FBCB-UNL), where some of the results of the hematological 
characterization of individuals, both larvae and adults, of fifteen species belonging to 
five of the six amphibian anuran families with distribution in the riparian areas of 
Paraná River are pointed out. 
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Introducción: 
La respuesta originada en los organismos en diferentes niveles, ya sean, 
moleculares, celulares u orgánico, se puede evaluar mediante la alteración de 
algunos parámetros estructurales y funcionales, denominados biomarcadores. 
Entre estos, los no destructivos (en los cuales no es necesario sacrificar al 
individuo para la toma de muestra) han recibido especial atención en los 
programas de monitoreo biológico (McCarthy y Shugart, 1990; Lagadic y col., 
1994; Walker, 1998; Sánchez-Hernández, 2001; 2003; Venturino y col., 2003, 
2005; Vasseur y Cossu-Leguille, 2003; Lajmanovich y col., 2004; Attademo, 
2010) debido a que pueden aplicarse en muestreos sucesivos a campo e 
inclusive, conocer estos parámetros en especies en vías de extinción o con 
escaso número de individuos.  
Entre los distintos biomarcadores no destructivos utilizados los análisis 
hematológicos (hemograma y determinaciones químicas en plasma o suero) 
son unos de los más usados para la prevención, diagnóstico, pronóstico y 
tratamiento de las enfermedades en los seres humanos y en otras especies 
animales. Sin embargo, para poder utilizarlos como herramienta de diagnóstico 
ambiental en los anfibios es necesario conocer las características citológicas de 
los distintos elementos sanguíneos y determinar valores de referencia en las 
especies de anfibios anuros regionales. 
En el presente trabajo se presenta generalidades de la constitución de la 
sangre de anfibios, base fundamental de la tesis doctoral de la Facultad de 
Bioquímica y Cs. Biológicas de la Universidad Nacional del Litoral titulada: 
“Caracterización hematológica de especies de anfibios anuros con distribución 
en los ecosistemas del litoral fluvial argentino (Provincias de Entre Ríos y Santa 
Fe). Potencialidad de su utilización como biomarcadores”, defendida el 1 de 
octubre de 2012, señalando algunos de los resultados de la caracterización 
hematológica de individuos (larvas y adultos) de quince especies 
pertenecientes a cinco de las seis familias de anfibios anuros con distribución 
en las áreas riparias del río Paraná (Peltzer y Lajmanovich, 2007).  
 
Sangre de los anfibios: Circulación y composición. 
La sangre es un tipo de tejido conjuntivo especializado constituido por 
una parte líquida, el plasma y otra, representada por los elementos formes. En 
contraste con otros vertebrados, los anfibios poseen diferentes mecanismos de 
respiración, lo que lleva a diferentes sistemas vasculares. En las larvas con 
respiración branquial, la circulación es similar a la de los peces. En los anuros 
adultos, la sangre venosa proveniente de los tejidos entra a la aurícula 
derecha, pasando al único ventrículo, ya que el corazón es tricavitario. Sale del 
mismo por el cono arterioso que impulsa la sangre hacia las arterias carótidas 
sistémicas y pulmonares. Estas últimas no solo llevan sangre a los pulmones, 
sino que también dan origen a algunas arterias cutáneas principales, llevando 
sangre hacia la piel, para el intercambio gaseoso. La sangre oxigenada 
proveniente de los pulmones regresa a la aurícula izquierda por la vena 
pulmonar y las que retornan de la piel se conectan con los vasos venosos 
sistémicos, mezclándose la sangre desoxigenada con la oxigenada (Turner, 
1988; Hill y col. 2006).   
En condiciones fisiológicas, el plasma está constituido por agua y 
cantidades variables de solutos inorgánicos (Na+, K+, Ca++, Mg++, Cl-, CO3H
-) y 
orgánicos (proteínas, lípidos, hidratos de carbono y metabolitos, como urea, 
ácido úrico, pigmentos y enzimas, entre otros). La cantidad relativa de cada 
uno de estos varía en función de la especie de vertebrado considerada y dentro 
de esta, según la edad, estado nutricional, peso y en animales poiquilotermos 
influye también la época del año de la toma de muestra. Otros factores que 
pueden establecer modificaciones son la época reproductiva y el estado de 
cautiverio o silvestre (Fudge, 2000a; Coppo, 2003). En lo que respecta a los 
anfibios, el color normal del plasma depende de las especies (Figura N°1), 
variando de levemente amarillento, verde o naranja (Barrio, 1965; Coppo, 2003; 
Coppo y col., 2005a,b; Allender y Fry, 2008;Heatley y Johnson, 2009).  
 
Figura N°1: Tubos de microhematocrito en los que se puede observar el plasma 
amarillento en Leptodactillus latrans (arriba) y verde, en Trachycephalus typhonius 
(abajo). 
 
 En los anfibios, como en otros vertebrados, los eritrocitos son las células 
más abundantes de la sangre y su función es la del transporte de oxígeno y 
dióxido de carbono hacia y desde los tejidos, respectivamente, a través de la 
unión de los mismos con la hemoglobina. Tienen forma ovalada, son delgados, 
con una protrusión central debida al núcleo. Al microscopio óptico y con 
coloraciones de rutina, su citoplasma es homogéneo, debido a que está 
constituido fundamentalmente por hemoglobina (Figura N°2). Mientras que su 
tamaño es variable según la especie y la edad o estadio del individuo, el sexo 
del anuro no influiría (Singh, 1977a; Atatür y col., 1999).  
La existencia de núcleo y la capacidad de los eritrocitos de dividirse en 
sangre, incorpora un aspecto a tener en cuenta en la evaluación de la 
morfología sanguínea: la presencia o no de alteraciones nucleares. Dentro de 
éstas, la más ampliamente utilizada para la evaluación de daño cromosómico, 
es la generación de micronúcleos. Como su nombre lo indica, son masas de 
cromatina con forma de pequeños núcleos que pueden originarse de manera 
espontánea o como respuesta a la acción de determinados xenobióticos (Al-
Sabti y Metcalfe, 1995; Zuniga y col., 1996).  
En la mayoría de las especies es posible observar hematíes anucleados 
(eritroplástidos), de tamaño y forma variables en baja cantidad (1 - 3% de los 
hematíes), constituyendo excepciones algunas especies de la tribu 
Bolitoglossini (salamandras sin pulmones) en el que el número de 
eritroplástidos puede ser de 80 a 95 % de las células circulantes (Villolobos y 
col., 1988; Glomski y col., 1997).  
 Otros tipos celulares que se pueden diferenciar en sangre son los 
leucocitos. Bajo este nombre se agrupan una serie de células que pueden 
dividirse en dos grandes grupos, granulocitos y agranulocitos, según la 
presencia o no de granulaciones específicas. Dentro de los primeros se 
consideran los neutrófilos, heterófilos, eosinófilos y basófilos, nombrados de 
esta forma por la afinidad tintorial de sus granulaciones, mientras que los 
segundos comprenden linfocitos, monocitos y azurófilos, que pueden llegar a 
tener, en algunos casos, granulaciones inespecíficas. En anfibios, se utiliza la 
semejanza morfológica con las células de otras especies para clasificar los 
distintos tipos leucocitarios (Figura N°2).En la mayoría de las especies de este 
grupo de vertebrados, los linfocitos son las células que se encuentran en mayor 
cantidad. Como en el caso de los eritrocitos, se encontraron variaciones 
relacionadas con la especie, sexo, edad, estado fisiológico de los individuos y 
estación del año (Varela y Sellares, 1937b; 1938; Singh, 1977b; Wojtaszek y 
Adamowicz, 2003; Forbes y col. 2006; Zhelev, 2007; Gül y col., 2011).  
 A diferencia de los mamíferos, en peces, anfibios, reptiles y aves, los 
elementos formes participantes de la hemostasia y en la coagulación de la 
sangre, son células (Figura N°2), denominadas trombocitos (Levin, 2007). 
Pueden presentarse semejantes a los linfocitos pequeños, pero con citoplasma 
incoloro, o con forma de huso (Turner, 1988; Canfield, 1998; Claver y Quaglia, 
2009). Si bien su función esencial es la de intervenir en la hemostasia, también 
se demostró la capacidad de fagocitar partículas de carbón (Claver, 2005). 
Otras células que se pueden encontrar en los extendidos sanguíneos, en 
baja proporción, son las células con pigmento (Clark y col., 1936; Mitsui, 1965; 
Wassermann, 1965b; Pessier, 2007), macrófagos y células precursoras, 
fundamentalmente eritrocíticas (Varela y Sellares, 1937a,b; 1938; Glomski y 
col., 1997; Cianciarullo y col., 2000a). Las primeras fueron señaladas en 
anfibios, reptiles y humanos, como participantes en el transporte de melanina 
hacia hígado y bazo y como melano-macrófagos en anfibios, miestras que la 
observación de macrófagos (con leucocitos y eritrocitos fagocitados) señalaría 
el tejido sanguíneo interviene en la la hemocatéresis, como así también en la 
hematopoyesis, por la observación de células precursoras. (Varela y Sellares, 
1937a,b; 1938; Varela y Mancini, 1938;Glomski y col., 1997; Cianciarullo y col., 
2000a; De Abreu Manso y col., 2009). 
 
 Figura N°2: Células sanguíneas de anfibios anuros. A: Eritrocitos de larvas de 
Elachistocleis bicolor, B: granulocito neutrófilo de adulto de T. typhonius, C: granulocito 
eosinófilo de Leptodactylus mystacinus, D: granulocito basófilo de adulto de Rhinella 
fernandezae, E: monocito (izq.) y linfocito (der.) de adulto de Rhinella arenarum, F: 
trombocito en adulto de Leptodactylus latrans. May Grünwald Giemsa. 100x 
 
 Inclusiones citoplasmáticas y hemoparásitos. 
Los anuros, al estar expuestos a numerosos vectores hematófagos 
pueden ser infectados por bacterias, virus y hemoparásitos extra- e 
intracelulares. En la mayoría de los casos las infecciones son por uno o más 
parásitos, silentes y su hallazgo en sangre es accidental (Wright, 2001; Pessier, 
2007; Leal y col., 2009).  
Dentro de las inclusiones citoplasmáticas relacionadas con bacterias se 
consideran las debidas a Rickettsias y las virales. Como ocurre con las 
infecciones bacterianas, los estudios de caracterización y clasificación 
taxonómica son incompletos, colocando la mayoría de estos virus dentro de las 
familias Iridoviridae y Herpesviridae (Gruia-Gray y col., 1989; Pessier, 2007; 
Marschang, 2011).  
Una amplia variedad de hemoparásitos intra- y extracelulares que 
incluyen nematodes y protozoarios fueron observados en sangre e improntas 
de tejidos de anfibios. Dentro de los nematodes se incluyen varias especies 
englobadas bajo la denominación de microfilarias (Densmore y Green, 2007). 
Son cosmopolitas y en Argentina fueron observadas en el género 
Leptodactylus (Mazza y Franke, 1927; Schurmans Stekhovek, 1951), R. 
fernandezae (Cabagna y col., 2011) e H. pulchellus (Cabagna y col. datos no 
publicados, Figura N°3). 
Tripanosomas y apicomplexos y dentro de estos, las hemogregarinas, se 
encuentran dentro de los protozoarios que con mayor frecuencia se pueden 
observar en extendidos sanguíneos de distintas especies de anfibios. A 
diferencia de los tripanosomas de los mamíferos, no existen parámetros 
taxonómicos claramente definidos para los de anfibios, peces y reptiles. 
Durante años se utilizaron características morfológicas, origen geográfico, tipo 
de hospedador, ciclo vital y características bioquímicas para su taxonomía, 
dando como resultado más de sesenta especies de las que solo siete pueden 
considerarse “especies verdaderas” (Desser, 2001; Martin y col., 2002; 
Ferreira, 2007; Leal, 2007; Leal y col., 2009).  
En los anuros, Ferreira y col. (2007) señalan que la familia 
Leptodactylidae sería en la que se registra mayor prevalencia de tripanosomas, 
seguida por la Hylidae, luego, Leiuperidae y por último Bufonidae. También fue 
señalado que los anfibios acuáticos infectados con este tipo de hemoparásitos 
presentan mayor cantidad de formas (Desser, 2001). En concordancia con 
estos datos, en nuestros estudios, Leptodactylus latrans y Leptodactylus 
chaquensis, asociadas a cuerpos de agua durante su vida, presentaron mayor 
prevalencia de tripanosoma que Trachycephalus typhonius. Asimismo, ésta 
solo registró una morfoespecie, mientras que L. chaquensis, cuatro (Cabagna 
Zenklusen, 2012). 
Figura N°3: Hemoparásitos hallados en anfibios anuros de nuestra zona.A: 
Hemogregarina en adulto de L. latrans, B: Trypanosoma sp. en adulto de L. 
chaquensis, C: microfilaria en adulto de Hypsiboas pulchellus. May Grünwald Giemsa. 
100x. 
 
 Parámetros sanguíneos como biomarcadores en anfibios.  
 Para la evaluación sanguínea se parte de la premisa que las respuestas 
hematológicas de los anfibios son, por lo general, semejantes a las de otros 
vertebrados (Allender y Fry, 2008). Así, el componente leucocitario fue 
propuesto para la evaluación del sistema inmune inespecífico (Davis y col., 
2010)  de individuos expuestos a situaciones de stress (Davis y col., 2008; 
Davis y Maerz 2008, 2009), como parámetro indicativo de poblaciones 
provenientes de sitios contaminados (Cabagna y col., 2005; Barni y col., 2007; 
Zhelev, 2007) y como medida del efecto inmunomodulador de plaguicidas 
(Forson y Storfer, 2006). 
 Los cambios ambientales son capaces producir respuestas naturales, 
como las modificaciones cíclicas durante las estaciones del año, y la exposición 
a distintos contaminantes, desencadenar una serie de alteraciones sanguíneas 
que pueden llegar a reflejar su impacto orgánico. Así, Perí y col., 1998 y Chiesa 
y col., 2006, determinaron variaciones hematológicas en Rhinella arenarum 
expuestos a metales pesados.  Las variaciones en la morfología eritrocítica se 
asociaron a exposición de aminas aromáticas, metales y estrés (Krauter, 1993; 
Barni y col., 2007) y las dimensiones de los hematíes de Pelophylax ridibundus 
(diámetros máximos y mínimos celulares y nucleares) se utilizaron para el 
biomonitoreo de zonas contaminadas (Zhelev y col., 2006). 
 Asimismo, se observó, en larvas de tres especies distintas de anuros 
expuestas a efluentes industriales y en cultivos de arroz, el incremento de 
granulocitos eosinófilos, leucocitos considerados como un signo de protección 
frente a agentes tóxicos (Fiorenza Biancucci, 2009; Attademo y col., 2011; 
Attademo y col., 2013).  
 De lo antes expuesto se desprende que, a pesar que la evaluación 
hematológica en anfibios anuros puede ser compleja, es uno de los métodos 
más sencillos y menos invasivos que permiten la detección de cambios 
fisiológicos y patológicos de las poblaciones silvestres, relacionados con 
factores ambientales (Artacho y col., 2007; Barni y col., 2007; Davis y col., 
2008). 
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